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Sabe-se que o início da doença de Parkinson (DP) não ocorre com a perda da 
projeção dopaminérgica no estriado pela substância nigra, como é classicamente 
definida. Outras estruturas são comprometidas previamente, apresentando um 
padrão evolutivo específico, permitindo a divisão em estágios. Neste contexto 
diversas alterações que antecedem os sintomas motores, são apontados como 
possíveis indicadores desta doença, que incluem disfunções olfatórios e distúrbios 
comportamentais do sono REM. O estudo destas variáveis possibilita a antecipação 
do diagnóstico e o surgimento de novas estratégias terapêuticas. Os distúrbios 
olfatórios podem ser considerados um dos seus fatores de risco, sendo 
encontradas em fases iniciais da doença. As alterações do sono, principalmente 
sono REM, são também apontados como sinais prodrômicos para DP. Tendo 
grande importância devido sua especificidade elevada. As bases fisiológicas para 
estas disfunções na doença de Parkinson ainda não foram totalmente esclarecidas, 
este estudo tem como objetivo investigar os efeitos isolados ou sinérgicos 
produzidos pela privação do Sono Paradoxal e da lesão da via nigroestriatal, 
produzida pela infusão da neurotoxina Rotenona em ratos Wistar, sobre o 
desempenho olfatório. A administração da neurotoxina na substância negra se deu 
por cirurgia estereotáxica, os sham receberam apenas veículo Dimetilsulfóxido 
(DMSO). Os testes comportamentais foram aplicados antes, após a privação de 
sono paradoxal (PSP) e após o período rebote. Os resultados mostram que a lesão 
da via nigroestriatal (perda neuronal de 30%) foi capaz de gerar prejuízos ao 
desempenho olfatório, sem alterar o comportamento motor no período avaliado. A 
PSP, nos dois diferentes tempos, foi capaz de produzir efeitos deletérios no 
desempenho olfatório dos ratos, porém em menor magnitude quando comparado 
ao efeito da diminuição de neurônios dopaminérgicos na substância negra. O sono 
rebote foi capaz de reverter o prejuízo no teste de discriminação com odor familiar. 
Houve aumento da motricidade apenas após PSP de 48 h para o grupo sham 












It is known that the onset of Parkinson's disease (PD) occurs before the loss of 
dopaminergic projections to the striatum, as classically defined. Other structures are 
compromised previously, with a specific evolutionary pattern, allowing the division 
into stages. In this context several changes that precede motor symptoms are 
regarded as possible prodromal indicators of this disease, including olfactory 
dysfunction and REM sleep behavioral disorder. The study of these variables 
enables the anticipation of new diagnostic and development of new therapeutic 
strategies. The olfactory disorders can be considered one of its risk factors and are 
found in early stages of the disease. The changes in sleep, especially REM sleep, 
are also reported to prodromal signs for PD as well. Having great importance due 
its high specificity. The physiological basis for these disorders in Parkinson's 
disease have not been fully clarified, this study aims to investigate the isolated or 
synergistic effects produced by paradoxical sleep deprivation and lesion of the 
nigrostriatal pathway, produced by infusion of the neurotoxin Rotenone in rats on a 
olfactory behavior. The administration of the intranigral neurotoxin was made by 
stereotaxic surgery, sham received only dimethylsulfoxide vehicle (DMSO). 
Behavioral tests were applied before, after paradoxical sleep deprivation and after 
the rebound period. The results show that the damage to the nigrostriatal pathway 
(with neuronal loss of 30 %) was able to generate damage to the olfactory 
performance without altering motor behavior during the evaluated period. The PSP, 
in its two different times, was able to produce negative effects in the rat olfactory 
performance, but at a lower magnitude when compared to the effect of the decrease 
of dopaminergic neurons in the substantia nigra. The rebound sleep was able to 
reverse the impairment. There was increased motility PSP only after 48 h for the 
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A Doença de Parkinson (DP) é uma doença neurodegenerativa progressiva 
que tem como característica fisiopatológica clássica a redução de neurônios 
dopaminérgicos da substância negra pars compacta (SNpc). Macroscopicamente 
essa alteração caracteriza-se pela despigmentação na porção ventrolateral desta 
estrutura (LANG e LOZANO 1998; ICKENSTEIN et al. 1999; LANE e DUNNETT 
2008; PONSEN et al. 2010). Esses neurônios enviam aferências para o estriado 
dorsal (caudado/putâmen), assim os níveis estriatais de dopamina (DA), bem como 
de seus principais metabólitos como o ácido homovanílico (HVA) e o ácido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC) estão diminuídos (LANE e DUNNETT 2008; LANG e 
LOZANO 1998). Outra característica fisiopatológica importante diferencia de outras 
doenças neurodegenerativas da DP é a presença de inclusões intracitoplasmáticas 
neuronais de caráter eosinofílico, constituídas por várias estruturas de natureza 
protéica (por exemplo, -sinucleína e ubiquitina), denominadas corpúsculos de 
Lewy e neuritos de Lewy (BRAAK et al. 2003a). 
Estudos fisiopatológicos sugerem que essas alterações progridem até que 
os sintomas clássicos sejam evidenciados. Essa evolução da lesão segue um 
padrão topográfico previsível com deposições protéicas, ocorrendo em diferentes 
núcleos partindo do tronco encefálico e indo em direção ao prosencéfalo ( BRAAK 
et al. 2003a; BRAAK et al. 2004). Nesse contexto, as primeiras lesões se 
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desenvolvem quase que simultaneamente em dois locais, i.e., no núcleo motor 
dorsal do nervo vago e no bulbo olfatório, juntamente com porções relacionadas do 
núcleo olfatório (BRAAK et al. 2002; BRAAK et al. 2003a). Nestas primeiras fases, 
a lesão compromete também áreas do tronco encefálico como o núcleo pedúndulo-
pontino, envolvido majoritariamente no controle do ciclo vigília-sono, em particular 
na regulação do sono de movimentos oculares rápidos (REM1) (BRAAK et al. 2002; 
BRAAK et al. 2003a; BRAAK et al. 2003b; BRAAK et al. 2004; MENA-SEGOVIA et 
al., 2004). 
Os achados clínicos clássicos, que levam ao diagnóstico, são caracterizados 
pelas alterações motoras incapacitantes para o paciente, sendo eles: bradicinesia, 
rigidez muscular, acinesia, tremor em repouso e anormalidades posturais e de 
marcha (FAHN 2003). Assim a evolução da DP pode ser dividida numa fase mais 
avançada e sintomática (também chamada de motora ou clínica), e numa fase 
inicial e conhecida por pré-sintomática (prodrômica, pré-motora ou pré-clínica) 
(BRAAK et al. 2004). 
O termo pré-sintomático ou pré-motor tem sido usado para definir alguns 
sinais e sintomas clínicos não motores, bem como anormalidades fisiológicas que 
podem estar previamente presentes às alterações motoras clássicas. Embora 
essas características não sejam universais, observam-se suas manifestações em 
                                            
1 O termo sono REM deriva do termo inglês rapid eye movements sleep que 
consagradamente é utilizado na literatura para designar essa fase do sono, e será igualmente 
utilizado ao longo desse trabalho. Salientamos que também pode o sono REM ser chamado de sono 
paradoxal, devido à similaridade de seu padrão eletrofisiológico com a vigília. Em geral, prefere-se 
utilizar o termo sono REM para designar essa fase em humanos e sono paradoxal para o mesmo 
fim, porém quando caracterizada em animais de experimentação. 
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diferentes graus na maioria destes pacientes, especialmente antes da confirmação 
do diagnóstico, o que confere grande valor preditivo a esses achados, tornando-os 
importantes marcadores pré-motores, portanto indicando a fase inicial da doença. 
Esses achados podem ser hiposmia, distúrbio comportamental do sono REM 
(RBD)2, constipação, depressão, entre outros (BERG e POEWE 2012; POSTUMA 
et al. 2012; SIDEROWF e LANG 2012, LIMA et al. 2012; LIMA 2013). Uma melhor 
compreensão destes elementos pode ser útil para o desenvolvimento de recursos 
que possibilitem tanto o diagnóstico precoce, quanto o desenvolvimento de 
tratamentos que modifiquem o curso desta doença (SIDEROWF e LANG 2012). No 
momento, não há um consenso sobre quais características compõem essa fase 
inicial. Apesar destas alterações serem encontradas em outras doenças 
neurodegenerativas, na DP elas se apresentam de forma mais severa (POSTUMA 
et al. 2012). 
Neste estudo iremos tratar de forma integrada dois destes achados pré-
motores: as alterações da olfação e os distúrbios do sono, ambos com forte 
presença na DP. Salienta-se ainda que a avaliação da função olfatória é 
considerada um teste sensível, mas não específico para o diagnóstico da DP 
(POSTUMA et al. 2012; SIDEROWF et al. 2012), portanto, abrindo uma nova janela 
de oportunidades para estudos que visam a elucidação dessas funções 
neurofisiológicas, principalmente dentro de um contexto de neurodegeneração. 
                                            
2 A sigla RBD vem do termo em inglês “REM behavior disorder” optou-se utilizá-lo neste 
estudo pois é a sigla consagrada e vastamente utilizada na literatura. 
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1.1 FASE PRODRÔMICA DA DOENÇA DE PARKINSON 
 
Desde que foi proposto o novo modelo fisiopatológico para evolução da DP 
por Braak e colaboradores (2003a), o entendimento desta patologia tomou novos 
rumos (BRAAK et al. 2003a; SIDEROWF e LANG 2012). Sabe-se que seu início 
não ocorre com a redução das projeções dopaminérgicas no estriado pela SNpc, 
como previamente estabelecido. 
A figura 1 mostra esse padrão ascendente de evolução das lesões e os seis 
estágios preconizados da DP. No estágio 1 as lesões atingem porções inferiores 
do tronco encefálico, como o núcleo motor dorsal do nervo vago e núcleo olfatório. 
No estágio 2 os danos chegam na região superior do tronco encefálico, como o 
locus coeruleus. No estágio 3, o mesencéfalo (área tegmental ventral e SNpc) bem 
como porções basais do procencéfalo (amígdala e núcleo magnocelular) passam a 
FIGURA 1- ESQUEMA MOSTRANDO O PADRÃO EVOLUTIVO DA DP IDIOPÁTICA. FONTE: 
Retirado de Braak et al. (2003A) 
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ser atingidos. A partir do estágio 4 a degeneração alcança o córtex cerebral e 
progride até o sexto estágio com aumento do comprometimento cortical (BRAAK et 
al 2004; BRAAK et al. 2003b). 
Atualmente o diagnóstico ocorre a partir do surgimento de sintomas motores 
decorrente do acometimento de mais de 60-70% de neurônios dopaminérgicos da 
SNpc (BRAAK et al. 2004; FAHN 2003; IRANZO 2013). Estudos de neuroimagem 
confirmam que a perda neuronal nessa região se inicia de 4-6 anos antes do 
aparecimento dos sintomas (PONSEN et al. 2010). 
Neste contexto diversas alterações ou marcadores fisiopatológicos, que 
antecedem os sintomas motores, são apontados como possíveis indicadores desta 
doença neurodegenerativa e caracterizam a fase prodrômica desta doença. Estes 
achados incluem disfunções olfatórias, RBD, alterações autonômicas, depressão, 
entre outros (BERG e POEWE 2012; OLANOW e OBESO 2012; SIDEROWF e 
LANG 2012), tabela 1. Em particular, os distúrbios de sono e olfatórios parecem ser 
eminentemente pré-motores, permitindo a antecipação do diagnóstico e o 
surgimento de novas estratégias terapêuticas (PONSEN et al. 2004; PONSEN et 
al. 2010). 
TABELA 1- MARCADORES PRÉ-CLÍNICOS E NÍVEL DE EVIDÊNCIA, SENSIBILIDADE E 
ESPECIFICIDADE. 
Marcador Nível de evidência Sensibilidade Especificidade 
Olfação 
Possui diversos estudos 
prospectivos (HAEHNER et al. 
2007; PONSEN et al. 2010; ROSS 
et al. 2008). 
61% quando associados 
a RBD(FANTINI et al. 
2006); 
82% quando associados 
a DP(DOUBLE et al. 
2003). 
83% quando associados a 
RBD(FANTINI et al. 2006); 
82% quando associados a 






Possui tanto estudos 
retrospectivos, quanto 
prospectivos. 
50% dos pacientes com 
PD tem RBD (POSTUMA 
et al. 2012). 
Mais de 65% de risco de 
desenvolver DP em 10 anos 
(POSTUMA et al. 2012). 
Fonte: modificado de Postuma et al. (2012). 
 
1.2 DISTÚRBIOS OLFATÓRIOS NA DOENÇA DE PARKINSON 
 
Os distúrbios olfatórios na DP foram descritos pela primeira vez por Ansari e 
colaboradores em 1975 (MESHOLAM et al. 1998; PONSEN et al. 2004), e podem 
ser considerados um dos seus sintomas prodrômicos (HAEHNER et al. 2007; 
PONSEN et al. 2010; ROSS et al. 2008). As alterações abrangem todos os 
parâmetros da olfação, como a detecção, discriminação e a identificação de odores 
(PONSEN et al. 2004; SAIFEE et al 2010; TISSINGH et al. 2001). A hiposmia e/ou 
anosmia podem ser considerados sintomas prodrômicos (pré-clínicos) da DP 
(PONSEN et al. 2004), sendo encontradas majoritariamente em fases inicias. 
Diversos estudos prospectivos constataram que as alterações olfatórias podem 
preceder o aparecimento da DP, estão descritos na tabela 2 (SIDEROWF et al. 
2012; ROSS et al. 2008; HAEHNER et al. 2007). Outros estudos avaliaram 
familiares de pacientes com DP e reportam a ocorrência de déficits olfatórios, 
mesmo nos familiares não sintomáticos, indicando influência hereditária desta 
condição (PONSEN et al. 2010). 
As vantagens do emprego da avaliação olfatória para o diagnóstico precoce 
da DP são o custo baixo, a fácil interpretação e execução dos testes o que 
possibilita aplicação na prática clínica, mantendo alta sensibilidade (SILVEIRA-
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MORIYAMA et al. 2008; FANTINI et al. 2006), porém pouca especificidade 
(PONSEN et al. 2010). Haja vista que os prejuízos olfatórios não são achados 
exclusivos, podendo ser encontrados em outros distúrbios neurodegenerativos, 
como a doença de Alzheimer (HAWKES 2006; MESHOLAM et al. 1998); demência 
com corpos de Lewy (KATZENSCHLAGER e LEES 2004); coréia de Huntington 
(HAWKES 2006; MESHOLAM et al. 1998), esclerose lateral amiotrófica 
(MESHOLAM et al. 1998) e síndromes parkinsonianas (HAWKES 2006). Sua 
apresentação é diferenciada em cada uma delas (MESHOLAM et al. 1998). Na 
doença de Alzheimer, por exemplo, a severidade desta disfunção está relacionada 
com a progressão da doença, o que não acontece na DP que possui progressão 
constante (MESHOLAM et al. 1998). Na atrofia de múltiplos sistemas o distúrbio é 
moderado comparando-se à DP e ainda, indistinguível de síndromes cerebelares 
de outras etiologias, incluindo a ataxia espinocerebelar (KATZENSCHLAGER e 
LEES 2004). Já as características deste comprometimento na demência com 
corpos de Lewy é muito semelhante às da DP (KATZENSCHLAGER e LEES 2004). 
A prevalência das alterações olfatórias na DP é de 70-100% 
(KATZENSCHLAGER e LEES 2004; POSTUMA e MONTPLAISIR 2010; 
SILVEIRA-MORIYAMA et al. 2008) e o seu desenvolvimento não parece estar 
relacionado com tipo de tratamento selecionado (KATZENSCHLAGER e LEES 
2004; SUZUKI et al. 2011; TISSINGH et al. 2001) nem com o estado on ou off em 
pacientes tratados com levodopa (KATZENSCHLAGER e LEES 2004; SAIFEE et 
al. 2010). Há evidências de que o reconhecimento de alguns odores esteja mais 
prejudicado do que outros, sugerindo que o comprometimento poderia gerar uma 
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hiposmia seletiva, mas ainda há divergência nestes achados (DOUBLE et al. 2003). 
Fantini (2006) e colaboradores encontraram maior especificidade para canela 
(90%), tíner (98%) e gasolina (96%) com diagnóstico de RBD (outro distúrbio pré-
clínico importante). Outro estudo também encontrou alto valor preditivo para 
inabilidade em identificar o odor de gasolina, e 30% dos pacientes não detectaram 
o odor de tíner, bem como de outros seis odores (banana, cebola, rosa, canela, 
abacaxi e fumaça) (DOUBLE et al. 2003). 
As bases fisiológicas para esta disfunção olfatória encontrada na DP ainda 
não foram adequadamente esclarecidas. Vários estudos mostram o papel do 
sistema dopaminérgico na olfação, principalmente relacionada à presença de 
neurônios DA no bulbo olfatório e o seu papel como modulador da atividade 
glomerular, entre as aferências sensoriais e as células mitrais/tufosas (HUISMAN 
et al. 2004; MUNDIÑANO et al. 2011). Pavlis et.al (2006) ressaltam que essa 
modulação no bulbo é localizada e apresenta caráter endógeno. A DA é liberada 
por interneurônios relacionados com as células mitrais, que recebem os sinais dos 
receptores olfatórios e formam o glomérulo (HAWKES e DOTY 2009; MUNDIÑANO 
et al. 2011). Esses interneurônios liberam tanto DA quanto GABA, que modularia a 
neurotransmissão glutamatérgica do glomérulo de forma inibitória (HUISMAN et al. 
2004; MUNDIÑANO et al. 2011). Mundiañano et al. (2011) encontrou aumento de 
neurônios TH-ir na região glomerular na DP, que pode elucidar o mecanismo local 
de inibição dopaminérgica da olfação nestes pacientes. Esse aumento de neurônios 
localizado correlaciona com um aumento do prejuízo olfatório, pois estudos têm 
demonstrado, em modelos animais, que a dopamina tem efeito inibitório sobre a os 
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receptores dopaminérgicos (da família D2) localizados nas células mitrais no 
glomérulo olfatório, estas estruturas e os neurotransmissores que atuam no bulbo 
olfatório podem ser vistos na figura 2 (HUISMAN et al. 2004; KATZENSCHLAGER 
e LEES 2004; MUNDIÑANO et al 2011). Ainda não está claro se esse efeito é 
compensatório em resposta a uma perda de neurônios nigrais frente à lesão na DP 
(KATZENSCHLAGER e LEES 2004). Ainda foi encontrada perda neuronal e 
presença de corpúsculos de Lewy no núcleo olfatório anterior e na amígdala nos 





TABELA 2- SELEÇÃO DE ARTIGOS QUE RELACIONAM A OLFAÇÃO COM DOENÇAS 
NEURODEGENERATIVAS (PRINCIPALMENTE DP) E OUTROS SINAIS PRÉ-CLÍNICOS. 
Referência Foco do estudo 
Tipo de 
estudo 
Amostra Principal Achado 
País da 
pesquisa 
(BABA et al. 
2012) 
Avaliação da capacidade 
olfatória, motora e 
neuropsicológica e 





Regiões do cérebro 
relacionadas com a 
função olfatória estão 
associados com o declínio 
cognitivo e que hiposmia 
grave é uma característica 
clínica desta alteração 
que prevê o 
desenvolvimento posterior 






olfatórias através de 
questionário e avaliar 
desempenho olfatório. 
Coorte 
87 DP; 40 
controles 
Prevalência de 
alucinações olfatórias em 
10% dos pacientes com 
DP. E diminuição na 
identificação e detecção 
de odores. 
França 
FIGURA 2- NEUROTRANSMISSORES E NEUROMODULADORES NO BULBO OLFATÓRIO. 



















especificidade e valores 
preditivos positivos no 
diagnóstico de PD para 
hiposmia 75%, 70% e 
88%. A avaliação 
combinada de assimetria 
motora, hiposmia e SN 
hiperecogenicidade 
melhora a especificidade 
do diagnóstico e permite o 




et al. 2012) 
Testar a associação 
entre disfunção olfatória 
e outras características 






DP, maiores de 
50 anos 
(parentes de 
primeiro grau de 
paciente com DP 
e sem história 
familiar) 
Hiposmia está associada 
a outros sinais não-
motores da DP em 
indivíduos não 
diagnosticados., como 





Diferenciar a paralisia 
supranuclear progressiva 
e atrofia de múltiplos 
sistemas da DP 




especificidade de um 











sistemas; e 29 
controles. 
O desempenho olfatório 
foi menor na DP que nas 
outras patologias e 
controles, sendo 
potencialmente útil não só 
para a detecção de déficit 
olfatório na DP, mas 
também para a 






Analisar a capacidade 
preditiva da combinação 
entre teste olfatório e 
exame de imagem 
específico para predizer 
DP em 5 anos.  
Coorte 
40 pessoas com 
hiposmia e 38 
com normosmia, 
selecionados a 
partir de 361 
parentes de 
primeiro grau de 
pacientes com 
DP 
Hiposmia idiopática em 
parentes de primeiro grau 
de pacientes com DP está 
associada a um risco 
aumentado de 
desenvolvimento de PD 





Avaliar o desempenho 
olfatório nos estados on e 
off da DP em pacientes 
tratados com Levodopa. 
Coorte 
16 DP tratados 
com Levodopa 
Não há diferença no 
desempenho olfatórios 
entre os dois estados. 
Reino 
Unido 
(ROSS et al. 
2008) 
Encontrar o poder 
preditivo da disfunção 
olfatória no 
desenvolvimento 
posterior de DP em uma 
população de base. 
Coorte 2.267 homens. 
Déficit na identificação de 
odores pode preceder DP 






et al. 2008) 
Avaliar o poder preditivo 
de testes olfatórios no 
desenvolvimento da DP 






Pacientes com DP 
apresentaram prejuízo 
olfatório, com possível 
predição do 
desenvolvimento da DP, 
através de curva de 
preditiva para DP. 
Brasil 
(HAEHNER 
et al. 2007) 
Acompanhar pacientes 
com hiposmia e 
identificar qual a 
incidência de DP neste 
grupo após 4 anos. 
Coorte 
30 pessoas com 
alteração 
olfatória. 
7% desenvolveu DP 
idiopática, assim a olfação 





Avaliação olfatória de 
portadores de RBD 
Coorte 
54 pacientes 
com RBD e sem 
DP e 54 
controles 
Pessoas com RBD 
apresentaram dificuldade 
de identificação de odores 
(principalmente canela, 








Investigar a hipótese de 
que dois achados, entre 
disfunção olfatória, RBD 
e exame de imagem, 
combinados são 






ou clínico RBD. 
30 controles. 
O grupo RBD teve pior 
desempenho olfatório em 
todos os parâmetros. Um 
paciente teve o 
diagnóstico de DP, 4 
apresentaram sinais de 
parkinsonismo, e todos 





Determinar o padrão e 





49 DP e 52 
controles 
82% dos pacientes com 
DP tiveram alteração 
olfatória e desempenho 
pior quando comparado 
com o controle. Os odores 
melhor discriminados pelo 
grupo DP foram: gasolina, 




et al. 2001) 
Avaliação olfatória da 
detecção, discriminação 




com DP - 24 não 
tratados, 17 com 
Levodopa 
18 controles 
Todos os parâmetros 





detecção e identificação 




1.3 O SONO E A DOENÇA DE PARKINSON 
 
O sono é um estado comportamental e eletrofisiológico complexo, 
sincronizado que apresenta mudanças na atividade encefálica que tem impacto 
sobre todo o corpo (PORKA-HEISKANEN et al. 2013). É caracterizado por 
imobilidade, postura típica e redução do limiar sensorial, o que leva à diminuição 
da capacidade de interação com o ambiente externo (MALLICK et al. 2012; 
PORKKA-HEISKANEN et al. 2013). 
Através de estudos eletrofisiológicos do ciclo vigília-sono, são evidenciadas 
suas diferentes fases, com características peculiares a cada uma delas. A vígilia é 
caracterizada por baixa amplitude e ondas com alta freqüência (PORKKA-
HEISKANEN et al. 2013). O sono pode ser dividido em duas fases principais: sono 
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REM e sono não-REM ou de ondas lentas (MCCARLEY 2007; MONTI e MONTI 
2007). No eletroencefalograma (EEG) o sono não-REM é caracterizado por ondas 
de maior amplitude e menor freqüência, já no sono REM o perfil do traçado se 
assemelha ao encontrado na vigília (LIMA et al. 2008). Sendo necessário a 
mensuração de outros parâmetros para a diferenciação entre o estado de vigília e 
sono REM. Estes estados podem ser separadas com base no tônus muscular 
(medida por eletromiografia - EMG) e nos movimentos oculares (detectados usando 
a eletrooculografia - EOG) (MALLICK et al. 2012; MCCARLEY 2007). O tônus 
muscular está abolido ou bastante diminuído durante o sono REM e totalmente 
presente na vigília (PORKKA-HEISKANEN et al. 2013; LIMA et al. 2008; 
MCCARLEY 2007). 
As alterações de sono veem sendo relatadas em diversas doenças 
neurodegenerativas, relacionadas às α-sinucleinopatias (POSTUMA et al. 2009; 
POSTUMA et al. 2012). Na DP estas alterações incluem insônia e principalmente 
movimentos anormais durante o sono (movimentos periódicos dos membros e RBD 
(LIMA 2013). 
Com relação ao poder preditor, o RBD é o marcador clínico pré-motor de 
maior destaque, pois correlaciona com um aumento no risco de neurodegeneração 
dopaminérgica, assim essa alteração é de longe o mais forte preditor clínico de 




1.4 DISTÚRBIO COMPORTAMENTAL DO SONO REM (RBD) 
 
Essa parassonia é caracterizada por perda da atonia normalmente 
encontrada durante o sono REM (OLSON et al. 2000; POSTUMA e MONTPLAISIR 
2010; SCHENCK et al. 1996) e tem sido apontada como um sinal precursor de 
doenças neurodegenerativas relacionadas às α-sinucleínas (POSTUMA e 
MONTPLAISIR 2010), como a doença de Parkinson, demência de corpos de Lewy 
e atrofia de múltiplos sistemas (DAUVILLIERS et al. 2013). Há relatos da presença 
de RBD ou sono REM sem atonia tanto nos pacientes tratados quanto não tratados 
com a DP, sendo que este achado precede o seu diagnóstico em 3 a 13 anos 
(GAGNON et al. 2002; POSTUMA et al. 2012), típico de um sinal prodrômico assim 
como a disfunção olfatória. 
Os critérios diagnósticos clássicos para RBD foram definidos pela 
Classificação Internacional de Distúrbios do Sono e incluem movimento dos 
membros ou do corpo associados a sonhos (usualmente violentos), e pelo menos 
um dos seguintes: comportamento potencialmente perigoso do sono; sonhos que 
parecem ser “atuados”; ou comportamentos que perturbam a continuidade do sono 
(COMELLA et al; 1998; POSTUMA et al 2012a). 
Observa-se que aproximadamente 50% dos pacientes que manifestam RBD 
a pelo menos uma década, irão eventualmente desenvolver uma ou mais dessas 
doenças (POSTUMA e MONTPLAISIR 2011), sendo que destes, 65% irão 
desenvolver DP (POSTUMA et al. 2012). Em outras palavras, a especificidade 
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deste achado para o diagnóstico precoce da DP é elevada. Ainda, a latência entre 
a ocorrência do RBD e a fase sintomática motora é estimada em até 12-14 anos 
(POSTUMA et al. 2012). Esse longo intervalo associado ao risco aumentado de 
desenvolvimento de uma doença neurológica compõe uma importante 
oportunidade de observação dos estágios pré-clínicos da neurodegeneração que 
resultará no Parkinsonismo. 
A tabela 3 mostra uma seleção de artigos que relacionam RBD com as 
doenças neurodegenerativas. Alguns estudos acompanharam portadores de RBD 
encontraram o desenvolvimento futuro de DP (BOEVE et al. 1998; IRANZO et al. 
2006; SCHENCK et al; 1996), outros estudos avaliaram a frequência de RBD em 
pacientes do DP (COMELLA et al; 1998; GAGNON et al. 2002). 
TABELA 3- SELEÇÃO DE ARTIGOS QUE RELACIONAM AS ALTERAÇÕES 
COMPORTAMENTAIS DO SONO REM COM DOENÇAS NEURODEGENERATIVAS 
(PRINCIPALMENTE DP) E OUTROS SINAIS PRÉ-CLÍNICOS. 
Referência Foco do estudo Tipo de 
estudo 




Determinar a frequência e 













et al. 2002) 
Determinar a freqüência 
de distúrbio 
comportamental do sono 
REM (RBD) entre os 




com DP e 16 
controles. 
Os pacientes com DP 
apresentaram maior 
prevalência de RBD, quando 




Determinar as variáveis 
demográficas, clínicas, 
laboratoriais e etiológicas 






ocorreram em 53 pacientes, 
dentre eles: 47% DP, 26% 
atrofia de múltiplos sistemas; 







et al. 1998) 
Determinar a ocorrência 







DP e 61 
cônjuges. 
15% apresentou critérios 




et al. 1996) 
Acompanhar pacientes 
com diagnóstico de RBD. 
Coorte 29 pacientes 
com RBD 
38% dos pacientes 
desenvolveram DP posterior 
ao diagnóstico de RBD, com 
atraso de 10-29 anos do 




1.5 MECANISMOS NEURONAIS DE REGULAÇÃO DE SONO 
 
Estudos em mamíferos demonstram que os diferentes componentes do 
padrão comportamental do sono REM são controlados por diferentes mecanismos 
em diferentes regiões anatômicas do encéfalo (MCCARLEY 2007). A maioria dos 
eventos fisiológicos do sono REM têm neurônios efetores localizados na formação 
reticular, responsável pelo perfil dessincronizado apresentado no EEG 
(MCCARLEY 2007). Esta região está relacionada com os movimentos oculares 
rápidos e atonia muscular. Lesões em regiões da formação reticular que projetam 
para o locus coeruleus e tegmento pedúnculo-pontino geram supressão da atonia 
durante esta fase do sono (MCCARLEY 2007). 
Diversos neurotransmissores foram pelo menos parcialmente caracterizados 
dentro da circuitaria de regulação do sono (LIMA et al. 2007a; LIMA et al. 2008a; 
LIMA et al. 2008b; LIMA et al. 2009). Classicamente a geração e regulação do sono 
REM é creditada à mecanismos colinérgicos que atuam aumentando a 
excitabilidade dos neurônios pontinos (REM-on) e ainda inibindo os neurônios 
gabaérgicos (conhecidos como inibidores desta região) (MCCARLEY 2007). Em 
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contrapartida a finalização desta fase (REM-off) está relacionada com neurônios 
serotoninérgicos dos núcleos da rafe, e possivelmente com neurônios 
noradrenérgicos do locus coeruleus (MCCARLEY 2007). Os neurônios 
dopaminérgicos, presentes na SNpc e área tegmental ventral (MONTI e MONTI 
2007), são os mais controversos desta circuitaria. A dopamina é comumente 
associada com a promoção da atividade locomotora, integração sensoriomotora e 
motivação (MONTI e MONTI 2007). Em relação ao seu papel neurofisiológico sobre 
o sono, é tradicionalmente associada com a vigília (MONTI et al; 1982; MONTI e 
MONTI 2007). 
Entretanto, uma série de trabalhos clínicos e em modelos animais tem 
apresentado a DA como sendo um neurotransmissor de caráter dual. Portanto, 
relacionado também com a regulação dos processos de sono, em particular do 
sono REM, ou paradoxal em animais (LIMA et al. 2007a; LIMA et al. 2007b; LIMA 
et al. 2008a; LIMA et al. 2008b; LIMA et al. 2009; SANTOS et al. 2008; BARRAUD 
et al. 2009; DE COCK et al. 2007; DZIRASA et al 2006; VERHAVE et al. 2011). A 
partir destes estudos, têm-se sugerido que o sistema dopaminérgico nigroestriatal 
apresenta um papel chave para a regulação do sono REM/paradoxal, 
principalmente num contexto de neurodegeneração como no caso da DP (LIMA et 




1.6 IMPACTOS DO SONO SOBRE AS ALTERAÇÕES OLFATÓRIAS – 
PRIVAÇÃO DE SONO REM/PARADOXAL 
 
A presença de dois ou mais sinais pré-clínicos da DP está relacionada com 
uma maior probabilidade de acurácia no diagnóstico precoce (BUSSE et al. 2012; 
PONSEN et al 2010). Um importante estudo de coorte multicêntrico como 
aproximadamente 5.000 voluntários, mostrou que a hiposmia está associada a 
outros sinais não-motores da DP em indivíduosnão diagnosticados., como RBD, 
depressão, e outras (SIDEROWF et al. 2012). Outros estudos mostram que 
pacientes  
 
já diagnosticados com RBD apresentam importante comprometimento olfatório 
(FANTINI et al. 2006; STIASNY-KOLSTER et al. 2005). Na figura 3, está ilustrado 
um importante achado do estudo de Stiasny-Kolster e colaboradores (2006), no 
qual os três parâmetros apresentados indicam prejuízos olfatórios em pacientes 
portadores de RBD quando comparados a voluntários do grupo controle. 
FIGURA 3- PARÂMETROS OLFATÓRIOS, (■) DETECÇÃO, (●) DISCRIMINAÇÃO E (▲) 
IDENTIFICAÇÃO. Em 30 pacientes com RBD e controles. (■ - p=0,001; ● - p=0,003; e ▲ - p=0,001). 
FONTE: retirado de Stiasny-Kolster et al. (2005). 
33 
 
Corroborando esses achados a figura 4 mostra que o prejuízo olfatório fica mais 
evidente com odores fortes, como canela, tíner e gasolina (FANTINI et al. 2006). 
 
FIGURA 4- PORCENTAGEM DE ACERTOS PARA CADA ODOR NO TESTE OLFATÓRIO EM 
PACIENTES COM RBD (CINZA) E CONTROLES (BRANCO). FONTE: Retirado de Fantini et al. 
(2006). 
 
Evidências sugerem que a própria alteração no sono REM pode gerar, como 
consequência, mudanças na função olfatória. Estudos que avaliam o fluxo 
sanguíneo encefálico e seu metabolismo evidenciaram uma diminuição da 
atividade neuronal em regiões associadas à olfação após a privação de sono total 
em humanos (KILGORE e MCBRIDE 2006). Além dessa evidência a favor da 
existência de uma relação direta entre a circuitaria envolvida na regulação da 
olfação e do sono, observa-se que a privação de sono total (por um período de 45 
h) em pessoas normais está relacionada à diminuição da acuidade olfatória 
(KILGORE et al. 2010).O mesmo estudo de Stiasny-Kolster, citado acima, mostrou 
que a degeneração nigroestriatal subjacente da DP pode também ser encontrada 
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em portadores de RBD idiopática e que os mesmos apresentam comprometimento 
da função olfatório. Assim, esses pacientes encontram-se na fase 2 pré-clínica de 
α-sinucleinopatia proposta por Braak (2003a). 
Desta forma, a proposição do presente trabalho leva em conta a inter-relação 
apresentada por estas variáveis prodrômicas e suas circuitarias regulatórias, que 
possivelmente compartilham funções, num contexto neurodegenerativo como na 
DP. Nesse sentido, a neurotransmissão dopaminérgica parece assumir um papel 
chave em ambas as condições.  
 
1.7 ROTENONA COMO MODELO ANIMAL PARA DOENÇA DE PARKINSON 
 
A DP não ocorre de forma espontânea em animais, sendo necessário 
mimetizar as condições fisiopatológicas e clínicas das fases iniciais da DP em 
animais. Existem várias neurotoxinas utilizadas para esse propósito, em particular 
o 1-metil-4-fenil- 1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), 6-hidroxidopamina (6- OHDA) 
(LIMA et al. 2006) e a rotenona (CHOU et al. 2010). Esta última neurotoxina está 
associada a uma importante condição de exposição ambiental, sendo utilizada 
amplamente como pesticida. Nesse sentido, vários casos de parkinsonismos 
decorrentes dessa exposição já foram relatados na literatura, o que confere uma 
importante validade preditiva ao modelo animal (BETARBET et al. 2000; DHILLON 
et al. 2008). 
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A toxicidade da rotenona é relativamente seletiva para os neurônios daSNpc, 
mesmo após a administração sistêmica (CHOU et al. 2010). Ela atua gerando 
prejuízos no complexo I da cadeia respiratória mitocondrial (BETARBET et al. 2000; 
CHOU et al. 2010; KARUPPAGOUNDER et al. 2013), alterações na transcrição 
gênica que levam à formação de agregados de proteínas (achados clássicos em 
várias doenças neurodegenerativas) (CABEZA-ARVELAIZ e SCHIESTL 2012), 
como mostra a figura 5. A alteração mitocondrial compromete a respiração celular, 
promovendo alterações do potencial de membrana mitocondrial e geração 
exacerbada de radicais livres proveniente do metabolismo da dopamina. Por isso 
estes neurônios apresentam maior vulnerabilidade (CHOU et al. 2010). A morte 
neuronal ocorre principalmente por apoptose (BETARBET et al. 2006). Mas 
também através de outras formas de morte celular programada, como autofagia 




Esse modelo de lesão induzido por rotenona é considerado como o mais 
similar à doença humana devido à sua capacidadede formar os corpúsculos de 
Lewy (BETARBET et al. 2000). A figura 6 mostra que a presença de α-sinucleína 
está aumentada no mesencéfalo ventral após a infusão de rotenona sistêmica 
(BETARBET et al. 2006). A infusão crônica de rotenona em ratos resulta em 
degeneração dopaminérgica nigroestriatal, sinais de estresse oxidativo em 
diferentes núcleos encefálicos, e disfunção motora e prejuízos cognitivos, bem 
como comportamentos tipo-depressivos (MOREIRA et al., 2012; SANTIAGO et al., 
2010; DOS SANTOS et al., 2013). 
FIGURA 5- MECANISMOS DE AÇÃO DA ROTENONA. FONTE: MODIFICADO DE CABEZA-




FIGURA 6- EFEITOS A INFUSÃO DE ROTENONA EM RATOS. (A) Níveis de α-sinucleína 
aumentados no mesencéfalo ventral em ratos do grupo rotenona: tanto os que apresentaram lesão 
na imunohistoquímico (r-l); quantos o que não apresentaram (r-nl) comparados com os controles. 






Atualmente encontra-se na literatura indícios de que esses sinais pré-
clínicos estão correlacionados (FANTINI et al. 2006; KILLGORE e MCBRIDE 2006; 
STIASNY-KOLSTER et al. 2005b), e ainda esses sinais isoladamente estão 
relaicionados com a DP (DOUBLE et al. 2003; PONSEN et al. 2010; POSTUMA et 
al. 2012). Porém não há estudos que inter-relacionem esses dois achados pré-











3.1 OBJETIVO GERAL 
 
O objetivo geral do presente estudo foi investigar a possível ocorrência de 
prejuízos olfatórios produzidos pela privação de sono paradoxal e/ou lesão da via 
nigroestriatal, produzida pela infusão de rotenona em ratos Wistar. 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Investigar os efeitos sobre o comportamento motor induzidos pela lesão da 
via nigroestriatal e pela privação de sono paradoxal (realizada em dois 
períodos diferentes - 24 h e 48 h); 
 Analisar os efeitos promovidos pela lesão da via nigroestriatal induzida pela 
administração de rotenona intranigral sobre o desempenho olfatório; 
 Determinar os efeitos sobre o desempenho olfatório de dois períodos 
diferentes de privação de sono paradoxal (24 h e 48 h) e sono rebote (24 h); 
 Determinar os efeitos da lesão da via nigroestriatal e pela privação de sono 
paradoxal (24h e 48h) sobre o desempenho olfatório; 
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 Quantificar através de imuno-histoquímica para tirosina hidroxilase (TH) os 
neurônios dopaminérgicos residentes na SNpc após a realização da 







Foram utilizados ratos Wistar machos de 3 meses de idade, pesando entre 
280-330g. Os animais foram mantidos em uma sala com umidade e temperatura 
controladas (22  2ºC), em um ciclo de claro-escuro de 12 h (7:00-19:00 h). Água 
e comida foram fornecidas à vontade aos animais durante todo o experimento. O 
projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais do Setor de 
Ciências Biológicas da Universidade Federal do Paraná (aprovação número 651). 
Sendo que os experimentos foram realizados em conformidade com as diretrizes 
deste mesmo setor, que sustentam a aplicação de modernos princípios éticos em 





4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 
 
4.2.1 Experimento 1 
 
Devido à escassez de estudos que testem a capacidade olfatória em ratos e 
a necessidade de utilizar odores não sociais para esclarecer de forma mais ampla 
todo esse processo (SOFFIÉ et al. 1988; PREDIGER et al. 2006; PREDIGER et al. 
2005b; FLEMING et al. 2008) foi realizado um experimento para avaliar a 
preferência dos ratos a diferentes odores não sociais. Os odores foram 
selecionados aleatoriamente e utilizados na forma de essências, sendo eles: 
menta, almíscar, baunilha e limão (fornecedor: Essências Curitiba, Brasil). Para 
esse experimento utilizou-se um aparato desenvolvido particularmente para essa 
avaliação (figura 12) como descrito adiante no item 4.5. 
 
4.2.2 Experimento 2 
 
Esse experimento teve como objetivo determinar qual a janela temporal 
necessária para os animais recuperarem a função motora, bem como detectar a 
ocorrência de alterações olfatórias e diminuição de neurônios dopaminérgicos pela 
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infusão intranigral de rotenona. Para isso, foi utilizado o delineamento experimental 
proposto na figura 8 sendo finalizado no dia 21, sem que a PSP fosse realizada.  
 
 
4.2.3 Experimento 3 
 
Os animais foram distribuídos nos grupos de acordo com o desenho 
experimental apresentado na figura 9. O teste do campo aberto foi realizado para 
a determinação do perfil motor. O teste de discriminação olfatória com odor familiar 
e não familiar, e ainda teste de discriminação olfatória modificado com odor limão 
e água foram realizados após o período de recuperação da função motora conforme 
Moreira et al., 2012. Os testes foram realizados antes e logo após os diferentes 
FIGURA 8- REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO DESENHO EXPERIMENTAL DE 
EXPERIMENTO 2. ( Sham n=10 e Rotenona n=6 ). 
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tempos de PSP e de sono rebote (REB), permitindo assim o estabelecimento de 
uma relação entre essas condições de sono e os eventuais prejuízos olfatórios 




FIGURA 9- REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO DESENHO EXPERIMENTAL DO 
EXPERIMENTO 3. Para o momento basal sham n=74 e rotenona n=71. Para o momento PSP de 
24 h sham controle n=9, rotenona controle n=8, sham PSP n=11 e rotenona PSP n=9. Para o 
momento PSP de 48 h sham controle n=27, rotenona controle n=22, sham PSP n=27 e rotenona 
PSP n=27. Para o momento rebote de 24 h sham controle n=9, rotenona controle n=8, sham REB 
n=11 e rotenona REB n=9. Para o momento rebote de 48 h sham controle n=12, rotenona controle 




4.3 CIRURGIA ESTEREOTÁXICA 
 
Os animais foram inicialmente sedados com diazepam (10 mg/kg) e após a 
sedação inicial foram então anestesiados com quetamina (90 mg/kg). As seguintes 
coordenadas foram utilizadas tendo como referência o Bregma: (AP) = - 5,0 mm, 
(ML) = ± 2,1 mm e (DV) = - 8,0 mm (PAXINOS e WATSON 2005). Foi realizada a 
infusão bilateral de 1 L neurotoxina rotenona (12 g/L) com auxílio de uma 
bomba eletrônica de infusão (Insight Instruments, Ribeirão Preto, Brasil) a uma taxa 
de infusão de 0,33 L/min, durante 3 minutos. Animais do grupo sham foram 
injetados apenas com o veículo dimetilsulfóxido (DMSO) em iguais condições 
(MOREIRA et al., 2012), figura 10.  
 
FIGURA 10- CIRURGIA ESTEREOTÁXICA. 
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4.4 PRIVAÇÃO DE SONO PARADOXAL 
 
Foi realizada através do Método da Plataforma Única, no qual cada animal 
é colocado em um tanque (23 x 23 x 35 cm) contendo uma plataforma cilíndrica, 
6,5 cm de diâmetro e rodeada de água cerca de 1 cm abaixo da superfície da 
plataforma, figura 11. No início de cada episódio do sono paradoxal, o animal sofre 
uma redução de tônus muscular e cai na água, sendo despertado. Com esse 
método observa-se que o sono paradoxal é completamente abolido durante todo o 
período desejado sendo o sono de ondas lentas é menos afetado (MACHADO et 
al. 2005; Lima et al. 2008).Os ratos dos grupos controle foram mantidos em um 
tanque (23 x 23 x 35 cm) com serragem e uma plataforma para mimetizar as 
condições do grupo experimental.  
Alguns animais, selecionados randomicamente, puderam realizar um 
período de recuperação da PSP, esse período chama-se rebote. O tempo de rebote 
FIGURA 11- PRIVAÇÃO DO SONO PARADOXAL PELO MÉTODO DA PLATAFORMA ÚNICA. 
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foi o mesmo tempo de PSP, ou seja, se o grupo realizou PSP de 24 h fez rebote de 
24 h. 
 
4.5 TESTE DE DETECÇÃO DE ODORES 
 
Este teste foi elaborado pelo Laboratório de Neurofisiologia da Universidade 
Federal do Paraná para este estudo. Consiste em um labirinto radial, contendo 
cinco compartimentos distintos, sendo que em cada sessão de teste 100 µL do odor 
(menta, almíscar, baunilha ou limão) foi impregnado em papel de filtro e inserido 
em tubo falcon contendo furos que foi apresentado, individualmente em cada 
compartimento mudando a posição dos odores aleatoriamente a cada sessão, no 
intuito de impedir a ocorrência de um viés de aprendizado espacial ou contextual 
(figura 12). O teste foi realizado em seis sessões de três minutos, nas quais o rato 
tinha a oportunidade de explorar livremente todos os compartimentos. Espera-se 
uma permanência aumentada, bem como um maior número de entradas, por parte 
FIGURA 12- TESTE DE DETECÇÃO DE ODORES. 
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dos animais, no compartimento com odor não social de escolha. As variáveis 
quantificadas neste teste foram: latência para entrada no compartimento com odor; 
frequência de entradas no compartimento com odor e tempo de permanência no 
compartimento com odor. 
 
4.6 TESTE DE DISCRIMINAÇÃO OLFATÓRIA 
 
Esse teste foi previamente descrito por Soffié e Lamberty 1988 e, 
posteriormente, modificado por Prediger e colaboradores (SOFFIÉ et al. 1988; 
PREDIGER et al. 2005a; PREDIGER et al. 2005b). O experimento consiste em 
colocar o rato na caixa de discriminação olfatória e registrar, durante um período 
de 5 minutos, o tempo que o animal gastará investigando cada um dos 
compartimentos, como mostrado na figura 13. A discriminação olfatória foi avaliada 
pela preferência do rato em ficar no compartimento impregnado com o seu cheiro 
(compartimento familiar) em relação ao compartimento inodoro (forrado com 
cepilho limpo, portanto, não-familiar), visto que nesta situação, tem sido 
demonstrado que ratos machos adultos preferem permanecer em ambientes 
impregnados com seu próprio cheiro (CARR et al. 1976; PREDIGER et al. 2005a; 
PREDIGER et al. 2005b). Assim as variáveis analisadas foram o tempo de 
permanência em cada compartimento e o índice de discriminação olfatória. Esse 
índice foi determinado a partir da razão entre o tempo de permanência no 
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compartimento não-familiar pelo tempo de permanência no compartimento familiar. 
Esse limiar determina a região na qual o índice representa mesma porcentagem de 
tempo em cada compartimento, ou seja, indiscriminação entre os odores. 
 
 
4.7 TESTE DE DISCRIMINAÇÃO OLFATÓRIA MODIFICADO 
 
Consiste na mesma metodologia empregada no teste original (figura 13), 
porém utilizando como paradigma a preferência do animal por um odor não social 
em detrimento a um odor neutro (água). O presente estudo determinou haver uma 
preferência significativamente maior dos animais (teste descrito no item 4.5) pelo 
odor de limão (figura 15), sendo este utilizado como odor não social. Dessa forma, 
utilizou-se 100 µL do odor de limão aplicados em papel de filtro que foi inserido em 
FIGURA 13- TESTE DE DISCRIMINAÇÃO OLFATÓRIA. Esta arena foi utilizada tanto para a 
discriminação entre familiar e não familiar quanto para limão e água. 
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tubo falcon contendo furos. Repetiu-se o mesmo procedimento utilizando água 
aplicada em papel de filtro também inserido em tubo falcon com furos. Cada tubo 
foi colocado numa extremidade da caixa de discriminação olfatória (figura 13) que 
continha apenas cepilho limpo. Da mesma forma como no teste original, foi possível 
obter um índice de discriminação olfatória a partir da razão entre o tempo de 
permanência no compartimento com água pelo tempo de permanência no 
compartimento com odor limão. 
 
4.8 TESTE DO CAMPO ABERTO 
 
O Campo Aberto é um aparelho que consiste em uma arena de metal ou 
madeira, de aspecto circular com 1 metro de diâmetro e 50 cm de altura 
(REKSIDLER et al. 2008), figura 14. O teste se inicia com a colocação dos animais 
sobre o círculo central, sendo que seus comportamentos motores foram avaliados 
por um período pré-determinado de 5 minutos. O parâmetro quantificado foi a 
distância percorrida. Todas as análises foram registradas e realizadas por meio de 






4.9 IMUNO-HISTOQUÍMICA PARA TIROSINA HIDROXILASE NO 
MESENCÁFALO VENTRAL 
 
A metodologia utilizada seguiu a padronização feita em nosso laboratório 
como descrito anteriormente (REKSIDLER et al. 2008). Os animais foram 
anestesiados com quetamina imediatamente após o último teste comportamental, 
e em seguida perfundidos com infusão intracardíaca de salina primeiramente, 
seguida de solução de fixação de 4% de paraformaldeído (0,1M – pH 7,4). Os 
encéfalos foram removidos e imergidos durante 1 semana na mesmo solução de 
fixação à 4ºC. na sequência, os encéfalos foram imergidos em solução de 30% de 
sacarose por 48 h, antes da realização dos cortes. Foram feitas 3 séries de cortes 
de 40 µm com o criostato no plano frontal e coletados do diencéfalo caudal para o 
FIGURA 14- TESTE DO CAMPO ABERTO. 
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mesencéfalo caudal. As secções foram incubadas com anticorpo primário anti-TH 
(coelho), diluído em PBS contendo 0,3% Triton X-100 (1:500; cabra; Chemicon, CA, 
USA) por 12 h (overnight) à 4ºC. A incubação com anticorpo secundário (1:200; 
cabra; Vector Laboratories, USA) foi realizada por 2 h em temperatura ambiente. 
Após várias lavagens com PBS, o complexo de anticorpos foi localizado usando o 
kit ABC (vectastiam ABC Elite kit, Vector Laboratories, USA) seguido de reação 
com 3-3’-diaminabenzida com níquel. As lâminas foram então desidratadas em 
concentrações ascendentes de etanol, diafanizadas em xilol e cobertas por 
lamínulas. Para a estimativa de perda neuronal da SNpc pela infusão de rotenona, 
usando métodos estereológicos, foram identificados os neurônios dopaminérgicos 
nesta região dos grupos sham, que preservaram a citoarquitetura normal. E foram 
comparadas as observações das mesmas regiões no grupo rotenona. Todas as 
determinações quantitativas foram conduzidas através de análises realizadas com 
o auxílio do software Image J (National Institutes of Health, USA). As imagens da 
área de interesse foram obtidas utilizando microscópio motorizado Axio Imager Z2 
(Carl Zeiss, Jena, Alemanha), equipado com um escaner de digitalização 
automatizada VSlide (Metasystems Altlussheim, Alemanha), do Setor de Ciências 
Biológicas da Universidade Federal do Paraná. Todas as determinações 
quantitativas foram conduzidas através de análises realizadas com o auxílio do 
software Image J (National Institutes of Health, USA), sendo medida através das 





4.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
O resultados do experimento 1 foram analisados através da Análise de 
Variância (ANOVA) de uma via seguido pelo post-hoc de Newman-Keuls. Os dados 
obtidos pelos testes do campo aberto, discriminação olfatória e discriminação 
olfatória modificado, coletados nos experimentos 2 e 3 foram analisados através da 
ANOVA de duas vias, seguido por teste post hoc de Bonferroni. Os fatores 
utilizados foram: grupo e tempo. Para os dados de imunohistoquímica e dos índices 
de discriminação olfatórios foram utilizados o teste t de Student e post hoc de Mann-
Whitney. Foi considerado o nível de significância de P 0,05 para que se rejeitasse 







5.1 EXPERIMENTO 1 
 
O parâmetro de frequência de entradas do teste de detecção de odores 
revelou que os animais manifestaram uma preferência aumentada para o odor 
limão, em comparação aos odores menta (P<0,05), almíscar (P<0,01), baunilha 
(P<0,01) e sem odor (P<0,01), como indicado [F(54)=4,84; P<0,01] na figura 15A. 
De forma análoga, o tempo de permanência indicou um aumento significativo desse 
parâmetro para o odor limão, quando comparado à todos os demais odores 









































FIGURA 15- RESULTADOS DO TESTE DE DETECÇÃO DE ODORES. Utilizado para determinação 
da preferência por odores não sociais. (A) Frequência (B) Tempo de permanência. Os valores foram 
expressos como média ± S.E.M. *P<0,05; ***P<0,001. ANOVA de uma via seguida de post hoc de 





5.2 EXPERIMENTO 2 
 
Os resultados dos testes do campo aberto, indicaram que o grupo rotenona 
apresentou um prejuízo motor significativo no primeiro dia, após a infusão dessa 
neurotoxina, comparado aos outros dias (P<0,05), como indicado pelo fator tempo 
[F(3,42)=4,41; P<0,01], porém não pelo fator grupo [F(1,42)=0,93; P=0,35], com 
interação [F(3,42)=3,42; P<0,05], sugerindo uma resposta compensatória já visível 
no dia 7 após a infusão da rotenona (figura 16). Em paralelo, o teste de 
discriminação olfatória revelou que animais que receberam rotenona apresentaram 
prejuízo olfatório em todos os períodos avaliados (P<0,05 para todos os tempos) 
mostrado pelo índice de discriminação, indicado pelo fator grupo [F(1,36)=12,86; 
P<0,01], fator tempo [F(3,36)=0,85; P=0,48], fator interação [F(3,36)=0,22; P=0,88] 
sendo incapazes de diferenciar entre os dois compartimentos, figura 17. Para o 
tempo de permanência houve diferença para fator tempo [F(3,42)=4,41; P<0,01] e 























FIGURA 16- RESULTADOS DO CAMPO ABERTO. Variável medida distância em metros. Os 
valores foram expressos como média ± S.E.M. *P<0,05. ANOVA de duas vias seguida de post hoc 























































































































FIGURA 17- TEMPO DE PERMANÊNCIA (S) AVALIADA PELO TESTE DE DISCRIMINAÇÃO 
OLFATÓRIA UTILIZADO ODOR FAMILIAR E NÃO FAMILIAR E ÍNDICE DE DISCRIMINAÇÃO 
(NÃO FAMILIAR/FAMILIAR). (A) Comparação do tempo de permanência entre os grupos Sham e 
Rotenona no dia 1; (B) Comparação do índice de discriminação entre os grupos Sham e Rotenona 
no dia 1; (C) Comparação do tempo de permanência entre os grupos Sham e Rotenona no dia 7; 
(D) Comparação do índice de discriminação entre os grupos Sham e Rotenona no dia 7; (E) 
Comparação do tempo de permanência entre os grupos Sham e Rotenona no dia 14; (F) 
Comparação do índice de discriminação entre os grupos Sham e Rotenona no dia 14; (G) 
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Comparação do tempo de permanência entre os grupos Sham e Rotenona no dia 21; (H) 
Comparação do índice de discriminação entre os grupos Sham e Rotenona no dia 21. Os valores 
foram expressos como média ± S.E.M. *P<0,05. ANOVA de duas vias seguida de post hoc de 
Bonferroni (Sham n=10; Rotenona n=6). 
 
5.2.1 Imuno-histoquímica para Tirosina Hidroxilase no Mesencáfalo Ventral 
 
A comparação entre as densidades de neurônios TH imunorreativos (TH-ir) 
na SNpc entre os grupos sham e rotenona foi demonstrada através de estudo 
imuno-histoquímico, apresentado na figura 26. Houve uma diminuição significativa 
de aproximadamente 30% da população de neurônios TH-ir na SNpc do grupo 

































FIGURA 18- DENSIDADE NEURONAL PARA NEURÔNIO TH IMUNORREATIVOS NA SNPC. (A) 
Fotomicrografia representativa dos cortes com neurônios TH-imunorreativos do grupo Sham; (B) 
Fotomicrografia representativa dos cortes com neurônios TH-imunorreativos do grupo Rotenona; 
(C) Quantificação estimada por densidade dos neurônios TH-imunorreativos na SNpc dos grupos. 





5.3 EXPERIMENTO 3 
 
5.3.1 AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS MOTORES – TESTE DO CAMPO 
ABERTO 
 
Para avaliar a ocorrência de possíveis alterações no comportamento motor 
foi realizado o teste do campo aberto, sendo os resultados apresentados na figura 
19. Considerando os grupos que foram submetidos à PSP por 24 h (figura 19A), 
nenhum grupo apresentou diferença estatisticamente significativa para a 
comparação entre os períodos testados: basal e pós-privação, como revelado pelo 
fator grupo [F(3,33)=1,86; P=0,16] e interação [F(3,33)=1,59; P=0,21], porém com 
diferença significativa no fator tempo [F(1,33)=4,37; P<0,05]. Entretanto, a análise 
dos grupos submetidos a 48 h de PSP (figura 19B), revelou haver um aumento 
significativo da distância percorrida pelo grupo sham PSP em comparação aos 
grupos controle (sham e rotenona) e basal (sham e rotenona), p<0,05 para os dois 
grupos controle e p<0,01 para os dois grupos basais, como indicado pelo fator 
tempo [F(1,100) = 21,51; P<0,0001] e interação [F(3,100)=7,36; P<0,001], porém 
não para o fator grupo [F(3,100) = 2,35; P=0,08]. A figura 19C mostra a comparação 
entre os períodos de 24 h e 48 h de PSP em relação a esse resultado, observou-
se que o grupo sham PSP 48 h apresentou um aumento significativo da distância 
percorrida, quando comparado com o grupo sham PSP 24 h (P<0,0001), como 
indicado pelo fator tempo tempo [F(3,99)=13,33; P<0,0001] e interação 
61 
 
[F(3,99)=6,34; P<0,001], porém não pelo fator grupo [F(3,99)=0,20; P=0,90]. Esse 
resultado associado ao tempo de privação também se refletiu na maior locomoção 
apresentada pelo grupo rotenona PSP 48 h quando comparado ao grupo sham PSP 
24 h (P<0,05) e rotenona PSP 24 h (P<0,05) (figura 19C). 
Os resultados do campo aberto na condição de sono rebote indicaram que 
nem a PSP de 24 h assim como a de 48 h não foram capazes de promover 
alterações motoras significativas, como demonstrado pelos fatores tempo, grupo e 
interação, [F(1,33)=1,16; P=0,29], [F(3,33)=0,47; P=0,71] e [F(3,33)=0,95; P=0,43] 
respectivamente, para PSP de 24 h (figura 19D). E fatores tempo e interação, 
[F(1,50)=0,00; P=0,96], [F(3,50)=2,02; P=0,12] respectivamente, com significância 
para fator grupo [F(3,50)=2,99; P<0,05], para PSP de 48 h (figura 19E). A 
comparação estatística desses resultados (PSP de 24h e 48 h) no período de 
rebote mostrou ter havido uma restauração motora, quase completa, frente a 
modulação causada pela PSP. A figura 19F compara os dois tempos de rebote (24 
h e 48 h), mostra que não há diferença na distância percorrida entre os grupos, 
ANOVA de 2 vias com post hoc de Bonferroni não evidenciou efeito significativo 
para nenhum dos fatores tempo [F(1,36)=0,16; P=0,69], grupo [F(3,36)=1,07; 




























































































































FIGURA 19- DISTÂNCIA PERCORRIDA AVALIADA PELO TESTE DE CAMPO ABERTO. (A) 
Comparação entre os momentos basal e pós-privação de 24 horas; (B) Comparação entre os 
momentos basal e pós-privação de 48 horas; (C) Comparação do momento pós-privação de 24 
horas e 48 horas; (D) Comparação entre os momentos basal e pós-rebote de 24 horas; (E) 
Comparação entre os momentos basal e pós-rebote de 48 horas; (F) Comparação do momento pós-
rebote de 24 horas e 48 horas; (G) Comparação entre momento pós-privação e momento rebote de 
24 horas; (H) Comparação entre momento pós-privação e momento rebote de 48 horas. Os valores 
foram expressos como média ± S.E.M. *P<0,05. ANOVA de duas vias seguida de post hoc de 
Bonferroni. Para o momento basal sham n=74 e rotenona n=71. Para o momento PSP de 24 h sham 
controle n=9, rotenona controle n=8, sham PSP n=11 e rotenona PSP n=9. Para o momento PSP 
de 48 h sham controle n=27, rotenona controle n=22, sham PSP n=27 e rotenona PSP n=27. Para 
o momento rebote de 24 h sham controle n=9, rotenona controle n=8, sham REB n=11 e rotenona 
REB n=9. Para o momento rebote de 48 h sham controle n=12, rotenona controle n=14, sham REB 





5.3.2 AVALIAÇÃO DO DESEMPENHO OLFATÓRIO - TESTE DE 
DISCRIMINAÇÃO OLFATÓRIA 
 
5.3.2.1 Teste de Discriminação Olfatória – Odor familiar 
 
Os resultados do teste de discriminação olfatória comparando o tempo de 
permanência entre o compartimento familiar e o não familiar estão apresentados 
nas figuras 20 e 21. A comparação entre o momento basal e PSP 24 h evidenciou 
que todos os grupos sham permaneceram por mais tempo no compartimento não 
familiar (P<0,0001). Diferente dos grupos rotenona que não demonstraram 
preferência por algum dos odores, portanto, indicando prejuízo na discriminação 
olfatória. O grupo sham controle apresentou uma preferência aumentada pelo odor 
não familiar comparado ao grupo rotenona basal (P<0,0001), rotenona controle 
(P<0,0001) e rotenona PSP 24 h (P<0,0001). Ainda, o grupo sham PSP 24 h teve 
uma preferência maior que o grupo rotenona PSP 24 h (P<0,0001) e grupo rotenona 
controle (P<0,05). Para essas comparações observou-se que os fatores que 
apresentaram significância estatística foram grupo [F(3,26)=12,69; P<0,0001] e 
interação [F(3,26)=3,26; P<0,05], enquanto que o fator tempo não [F(1,26)=3,84; 
P=0,06]. Observa-se considerando o índice de discriminação (figura 20A), que o 
grupo sham controle apresentou aumento na preferência pelo compartimento não 
familiar em comparação com o grupo rotenona basal (247% maior, P<0,0001), 
maior preferência de 263%em relação ao grupo rotenona controle (P<0,0001) e 
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299% para o grupo rotenona PSP 24 h (P<0,001). Além disso, o grupo sham PSP 
24 h apresentou uma redução de 111% na capacidade de discriminação olfatória 
em comparação ao grupo sham controle (P<0,001), como indicado pelo fator tempo 
[F(1,26)=12,63; P<0,01], grupo [F(3,26)=10,49; P<0,0001] e interação 
[F(3,26)=4,22; P<0,05]. Já o grupo rotenona PSP 24 h também apresentou uma 
redução maciça de 166% na capacidade de discriminação olfatória quando 
comparado ao grupo sham PSP 24 h. 
A comparação entre os períodos basal e pós-PSP 48 h evidência que todos 
os grupos permaneceram por mais tempo no compartimento não familiar 
(P<0,0001). O grupo rotenona basal apresentou menor preferência que os grupos 
sham basal e sham controle (P<0,05 para as duas comparações), com significância 
estatística para o fator grupo [F(3,90)=3,87; P<0,05] e tempo [F(1,90)=4,68; 
P<0,05], mas não para interação [F(3,90)=1,78; P=0,16]. A comparação do índice 
de discriminação no momento basal e pós-PSP 48 h mostrou as mesmas 
diferenças a cima citadas entre os grupos, o fator tempo apresentou significância 
estatística [F(1,90)=18,06; P<0,0001] mas não o fator grupo [F(3,90)=1,67; P=0,18] 
e o fator interação [F(3,90)=0,99; P=0,4] (figura 20B). 
A comparação do tempo de permanência nos compartimentos familiar e não 
familiar entre momento basal e pós-rebote de 24 h, mostrou que todos os grupos 
apresentaram preferência pelo compartimento não familiar (P<0,0001). Ainda, o 
grupo rotenona basal apresentou menor discriminação quando comparado ao 
grupo sham basal (P<0,05). Mas não mostrou significância para os fatores tempo, 
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grupo e interação, [F(1,33)=0,53; P=0,47], [F(3,33)=1,64; P=0,20] e [F(3,33)=1,08; 
P=0,37] respectivamente. Para a variável índice de discriminação na comparação 
entre os mesmos momentos revelou-se que houve menor diferenciação entre os 
compartimentos para o grupo rotenona basal (69%) em comparação com Sham 
basal (188%) (P<0,05), como mostrado na figura 20A. O fator tempo apresentou 
significância [F(1,33)=4,33; P<0,05], mas não o fator grupo [F(3,33)=1,81; P=0,16] 
nem o fator interação [F(3,33)=0,81; P=0,5]. 
Para o tempo de permanência entre os compartimentos no momento basal 
e pós-rebote de 48 h todos os grupos diferenciaram entre os compartimentos 
(P<0,0001), nenhum dos fatores apresentou significância, grupo [F(3,35)=2,34; 
P=0,09], tempo [F(1,35)=0,02; P=0,90] e interação [F(3,35)=0,9; P=0,19]. O índice 
de discriminação entre o momento basal e pós-rebote de 48 h mostrou que sham 
basal diferenciou mais (124%) os compartimentos que rotenona basal (p<0,0001) 
e rotenona controle, 135% (P<0,05), também apresentou significância estatística 
apenas para o fator grupo [F(3,35)=2,81; P=0,06], com tempo [F(1,35)=2,97; 
P=0,09] e interação [F(3,35)=0,19; P=0,9] (figura 20B). 
Também foi realizada a comparação entre o momento pós-PSP e pós-rebote 
de 24 h (figura 20A) utilizando o índice de discriminação. O grupo sham controle 
PSP (326%) apresentou maior porcentagem de discriminação que o grupo sham 
controle rebote (120%), P<0,01, os grupos sham rebote (109%) e rotenona rebote 
(83%), P<0,01 para ambos os grupos; e ainda rotenona controle rebote (124%), 
P<0,05. Na comparação entre os mesmos momentos o fator grupo apresentou 
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significância [F(3,26)=6,04; P<0,001] e interação [F(3,26)=3,18; P≤0,05], mas não 
o fator tempo [F(1,26)=2,06; P=0,16]. Na figura 20B as mesmas comparações 
foram realizadas para os grupos que passaram pela PSP 48h e respectivo rebote, 
e não demonstraram significância entre todos fatores grupo [F(3,35)=0,81; P=0,5], 








































FIGURA 20- ÍNDICE DE DISCRIMINAÇÃO (NÃO FAMILIAR/FAMILIAR) AVALIADO PELO TESTE 
DE DISCRIMINAÇÃO OLFATÓRIA UTILIZADO ODOR FAMILIAR E NÃO FAMILIAR NOS TEMPOS 
24H E 48H. (A) Comparação do índice de discriminação entre os momentos basal, pós-privação e 
pós-rebote de 24 horas; (B) Comparação do índice de discriminação entre os momentos basal, pós-
privação e pós-rebote de 48 horas. Os valores foram expressos como média ± S.E.M. Comparação 
com sham basal, aP<0,05; Comparação com rotenona basal, bP<0,05; bbbP<0,0001; Comparação 
com o controle do próprio grupo, ccP<0,001; Comparação com o comtrole do outro grupo, ddP<0,001 
e dddP<0,0001; Comparação com o outro grupo PSP, eeP<0,001; Comparação indicada pelo traçado, 
*P<0,05. ANOVA de duas vias seguida de post hoc de Bonferroni. Para o momento basal sham n=67 
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e rotenona n=61. Para o momento PSP de 24 h sham controle n=8, rotenona controle n=6, sham 
PSP n=10 e rotenona PSP n=7. Para o momento rebote de 24 h sham controle n=9, rotenona 
controle n=8, sham rebote n=11 e rotenona rebote n=9. Para o momento PSP de 48 h sham controle 
n=24, rotenona controle n=19, sham PSP n=25 e rotenona PSP n=26. Para o momento rebote de 
48 h sham controle n=9, rotenona controle n=8, sham rebote n=10 e rotenona rebote n=12. 
 
E finalizando esse experimento, foi realizada a comparação dos índices de 
discriminação entre os grupos PSP 24 h e PSP 48 h (figura 21A). Observou-se 
diferenças estatísticas para o fator grupo [F(3,26)=10,17; P<0,0001], porém não 
para o fator tempo [F(1,26)=2,02; P=0,17] ou interação [F(3,26)=1,98; P=0,14], 
observou-se, portanto, maior discriminação entre os compartimentos para o grupo 
sham controle PSP 48 h em comparação com o grupo rotenona PSP 24 h (P<0,05). 
Quando realizou-se a mesma comparação entre os grupos que passaram pelo 
rebote por 24 horas ou 48 horas (figura 21B), não houve diferença significativa nos 
dois fatores grupo [F(3,32)=0,49; P=0,69], tempo [F(1,32)=0,1; P=0,75] ou 
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FIGURA 21- ÍNDICE DE DISCRIMINAÇÃO (NÃO FAMILIAR/FAMILIAR) AVALIADO PELO TESTE 
DE DISCRIMINAÇÃO OLFATÓRIA UTILIZADO ODOR FAMILIAR E NÃO FAMILIAR, 
COMPARAÇÃO ENTRE OS DOIS TEMPOS DE PSP E REBOTE. (A) Comparação do índice de 
discriminação entre os momentos pós-privação de 24 horas e 48 horas; (B) Comparação do índice 
de discriminação entre os momentos pós-rebote de 24 horas e 48 horas. Os valores foram expressos 
como média ± S.E.M. Comparação com rotenona PSP 24 h, *P<0,05. ANOVA de duas vias seguida 
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de post hoc de Bonferroni. Para o momento PSP de 24 h sham controle n=8, rotenona controle n=6, 
sham PSP n=10 e rotenona PSP n=7. Para o momento PSP de 48 h sham controle n=24, rotenona 
controle n=19, sham PSP n=25 e rotenona PSP n=26. Para o momento rebote de 24 h sham controle 
n=9, rotenona controle n=8, sham rebote n=11 e rotenona rebote n=9. Para o momento rebote de 
48 h sham controle n=9, rotenona controle n=8, sham rebote n=10 e rotenona rebote n=12. 
 
5.3.2.2 Teste de Discriminação Olfatória Modificado – Odor limão 
 
Os resultados do teste de discriminação olfatória modificado, quando o odor 
limão foi colocado em um compartimento e água foi colocado no outro estão 
resumidos nas figuras 22 e 23. 
Comparando-se o momento basal e pós-PSP 24 h, encontrou-se preferência 
por um dos compartimentos nos grupos do período basal e controles do período 
privação (P<0,0001) para sham e rotenona basal e sham controle; P<0,05 para 
grupo rotenona controle). Os grupos sham PSP 24 h e rotenona PSP 24 h não 
foram capazes de discriminar o odor limão, e apresentaram pior desempenho que 
os grupos sham basal (P<0,001 e P<0,05, respectivamente) e sham controle 
(P<0,0001 para os dois grupos). O grupo sham controle também apresentou maior 
preferência pelo compartimento com odor limão comparando-se com rotenona 
controle (P<0,001). Ainda o grupo rotenona basal preferiu o compartimento inodoro, 
apresentando padrão de preferência diferente com os grupos sham basal, sham 
controle e rotenona controle (P<0,0001, P<0,0001 e P<0,05, respectivamente). Os 
três fatores foram modulados significativamente, grupo [F(3,27)=7,48; P<0,001], 
tempo [F(1,27)=4,66; P<0,05] e interação [F(3,27)=5,07; P<0,001]. Para o índice de 
discriminação, figura 22A, o grupo sham controle (86%) foi capaz de diferenciar 
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melhor o odor limão que os grupos rotenona basal (P<0,001), rotenona controle 
(P<0,05), sham PSP (P<0,0001) e rotenona PSP (P<0,0001), com magnitudes de 
12% e 27%, respectivamente para os dois primeiros grupos comparados. Os 
grupos PSP não apresentaram desvio do índice com relação ao limiar de 
discriminação. O grupo sham basal apresentou maior discriminação, com 
magnitude de 87%, em comparação com os grupos rotenona basal (P<0,0001) e 
os dois grupos PSP, sham e rotenona (P<0,001 e P<0,05, respectivamente). Para 
essa análise houve diferença em relação ao fator grupo [F(3,27)=6,28; P<0,05], 
tempo[F(1,27)=6,51; P<0,05] e interação [F(3,27)=3,99; P<0,05]. 
Comparando-se o tempo de permanência entre os compartimentos nos 
momentos basal e pós-PSP 48 h, apenas os grupos basais diferenciaram entre os 
compartimentos. Porém o grupo sham basal preferiu permanecer por mais tempo 
no compartimento com odor limão (P<0,0001), enquanto que o grupo rotenona 
basal preferiu o compartimento inodor (P<0,0001). O grupo sham basal apresentou 
melhor discriminação olfatória que os grupos rotenona basal (P<0,0001), sham 
controle (P<0,05), rotenona controle (P<0,001) e sham PSP (P<0,05). Houve 
diferenças nos três fatores grupo [F(3,101)=6,40; P<0,0001], tempo [F(1,101)=5,35; 
P<0,05] e interação [F(3,101)=5,06; P<0,001]. O índice de discriminação confirmou 
esses dados, figura 22B. O grupo sham basal discriminou melhor os 
compartimentos, 75% melhor que o grupo rotenona basal (P<0,0001), 73% melhor 
que o grupo sham controle (P<0,001), 86% melhor que o grupo rotenona controle 
(P<0,001) e 66% melhor que o grupo sham privado (P<0,001). Ainda, apresentou 
diferença entre os grupos rotenona PSP e rotenona basal (P<0,001) e sham 
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controle (P<0,05). Os fatores grupo e interação não apresentaram diferenças 
[F(3,101)=1,35; P=0,26] e [F(3,101)=1,95; P=0,13], respectivamente, mas teve para 
o fator tempo [F(1,101)=8,09; P<0,001]. 
Comparando-se o tempo de permanência nos compartimentos entre os 
momentos basal e pós-rebote 24h. No momento rebote não houve discriminação 
entre os compartimentos, apenas os grupos basais discriminaram (P<0,0001). E 
houve diferença entre o grupo sham basal e os grupos rotenona basal (P<0,0001), 
sham rebote (P<0,0001) e rotenona rebote (P<0,005). Houve diferenças entre os 
fatores grupo [F(3,31)=2,83; P<0,001], tempo [F(1,31)=8,30; P<0,001] e interação 
[F(3,31)=5,7; P≤0,05]. Similarmente, o índice de discriminação reforçou este 
achado, mostrando que apenas o grupos sham basal discriminou no mínimo 70% 
melhor entre os compartimentos que todos os outros grupos, os resultados obtidos 
para os fatores grupo [F(3,31)=1,18; P=0,33], tempo [F(1,31)=1,73; P=0,20] e 
interação [F(3,31)=0,67; P=0,58], figura 22A. 
Para o tempo de permanência nos compartimentos nos momentos basal e 
pós-rebote 48 h não há significância estatística para a discriminação no momento 
pós-rebote, tendo assim apenas diferenças no momento basal. Assim o grupo sham 
basal teve melhor discriminação que os grupos rotenona basal (P<0,0001), 
rotenona controle (P<0,05) e rotenona rebote (P<0,05). Por esse motivo houve 
diferença para os fatores tempo [F(1,43)=4,91; P<0,05] e grupo [F(3,43)=3,74; 
P<0,05], mas não para a interação [F(3,43)=1,6; P=0,2]. Na figura 22B está 
ilustrada a comparação utilizando o índice de discriminação, que também mostrou 
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apenas maior magnitude de discriminação para o grupo sham basal quando 
comparado com os outros grupos. Não foi observado diferenças entre os fatores 








































FIGURA 22- ÍNDICE DE DISCRIMINAÇÃO (LIMÃO/ÁGUA) AVALIADO PELO TESTE DE 
DISCRIMINAÇÃO OLFATÓRIA MODIFICADO UTILIZADO ODOR LIMÃO E ÁGUA NOS TEMPOS 
24H E 48H. (A) Comparação do índice de discriminação entre os momentos basal, pós-privação e 
pós-rebote de 24 horas; (B) Comparação do índice de discriminação entre os momentos basal, pós-
privação e pós-rebote de 48 horas. Os valores foram expressos como média ± S.E.M. Comparação 
com sham basal, aP<0,05; aaP<0,001; aaaP<0,0001; Comparação com rotenona basal, bbP<0,001; 
Comparação com controle do próprio grupo, cccP<0,0001; Comparação o controle de outro grupo, 
dP<0,05 e dddP<0,0001; Comparação indicada pelo traçado, **P<0,001. ANOVA de duas vias 
seguida de post hoc de Bonferroni. Para o momento basal sham n=67 e rotenona n=61. Para o 
momento PSP de 24 h sham controle n=8, rotenona controle n=6, sham PSP n=10 e rotenona PSP 
n=7. Para o momento rebote de 24 h sham controle n=9, rotenona controle n=8, sham rebote n=11 
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e rotenona rebote n=9. Para o momento PSP de 48 h sham controle n=24, rotenona controle n=19, 
sham PSP n=25 e rotenona PSP n=26. Para o momento rebote de 48 h sham controle n=9, rotenona 
controle n=8, sham rebote n=10 e rotenona rebote n=12. 
 
A comparação entre o momento pós-PSP 24 h e seu respectivo rebote 
considerando a discriminação dos odores limão e água encontra-se na figura 22A. 
O grupo sham controle PSP apresentou maior preferência (86%) que os grupos 
sham controle rebote (12%), rotenona controle rebote (6%), sham rebote (13%) e 
rotenona rebote (6%), com P<0,001 para todas as comparações, confirmando 
esses achados houve significância para o fator grupo [F(3,26)=3,31; P<0,05] e 
interação [F(3,26)=2,97; P≤0,05], porém não para o fator tempo [F(1,26)=3,75; 
P=0,06]. Quando foram realizadas as mesmas comparações para os grupos PSP 
48 h e seu respectivo rebote não foram encontradas diferenças significativas entre 
os fatores grupo [F(3,42)=0,32; P=0,81], tempo [F(1,42)=0,36; P=0,55], e interação 
[F(3,42)=0,00; P=0,99] como mostrado na figura 22B. 
Finalmente, foi realizada a comparação do índice de discriminação entre os 
grupos PSP 24 h e os grupos PSP 48 h, figura 23A. Houve diferenças considerando 
o fator tempo [F(1,27)=6,84; P<0,05], grupo [F(3,27)=3,52; P<0,05] e interação 
[F(3,27)=3,6; P<0,05], não havendo diferenciação significativa de compartimentos 
entre os grupos nesses testados. Também realizou-se essa comparação entre os 
grupo  rebote por 24 h e 48 h, não encontrou-se diferença significativa nos fatores 
grupo [F(3,31)=0,8; P=0,5], tempo [F(1,31)=0,38; P=0,54] e interação 
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FIGURA 23- ÍNDICE DE DISCRIMINAÇÃO (LIMÃO/ÁGUA) AVALIADO PELO TESTE DE 
DISCRIMINAÇÃO OLFATÓRIA UTILIZADO ODOR LIMÃO E ÁGUA, COMPARAÇÃO ENTRE OS 
DOIS TEMPOS DE PSP E REBOTE. (A) Comparação do índice de discriminação entre os 
momentos pós-privação de 24 horas e 48 horas; (B) Comparação do índice de discriminação entre 
os momentos pós-rebote de 24 horas e 48 horas. Os valores foram expressos como média ± S.E.M. 
ANOVA de duas vias seguida de post hoc de Bonferroni. Para o momento PSP de 24 h sham 
controle n=8, rotenona controle n=6, sham PSP n=10 e rotenona PSP n=7. Para o momento PSP 
de 48 h sham controle n=24, rotenona controle n=19, sham PSP n=25 e rotenona PSP n=26. Para 
o momento rebote de 24 h sham controle n=9, rotenona controle n=8, sham rebote n=11 e rotenona 
rebote n=9. Para o momento rebote de 48 h sham controle n=9, rotenona controle n=8, sham rebote 








Este estudo avaliou o desempenho olfatório e motor de ratos submetidos à 
administração intranigral de rotenona e a PSP de forma isolada ou conjuntamente. 
De maneira ampla, nossos resultados mostram que tanto a lesão da via 
nigroestriatal quanto a PSP nos tempos testados foram capazes de produzir efeitos 
importantes no desempenho olfatório dos ratos. O segundo experimento definiu 
uma janela temporal para a realização da metodologia de PSP, figuras 16 à 18, 
excluindo-se os prejuízos motores decorrentes do período de recuperação da lesão 
da via nigroestriatal. Observou-se que os animais apresentavam recuperação 
motora total no 7º dia, assim esse dia foi escolhido para o início da PSP. Esse 
achado corrobora com outro estudo que também utilizou rotenona, porém com 
administração intraperitoneal (MORAIS et al. 2012). Com relação à motricidade, no 
experimento 3, pudemos observar que os grupos no momento basal não 
apresentavam diferenças no parâmetro de distância percorrida, figura 19, e que 
apenas a PSP de 48 h gerou aumento significativo desse parâmetro para os grupos 
sham e tendência para rotenona (submetidos à PSP), em relação aos grupos 
controle. Esse aumento da motricidade é um achado que indica o surgimento da 
supersensibilidade dopaminérgica classicamente gerada pela PSP (TUFIK et al. 
1978; NUNES et al. 1994; LIMA et al. 2008). Nunes e colaboradores (1994), através 
de um estudo de neuro-imagem de encéfalos de ratos, encontraram aumentos 
consistentes na densidade de receptores dopaminérgicos, principalmente D2, no 
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estriado e núcleo accumbens após PSP de 96 h, e ainda tendência de aumento no 
tubérculo olfatório. Esses achados mostram o efeito da PSP no sistema 
dopaminérgico, explicando essa alteração no comportamento motor. Observa-se, 
ainda, que esse efeito é dependente do tempo de PSP, sendo mais evidente com 
o períodos mais longos de PSP, como 96 h, por exemplo (TUFIK et al. 1978; LIMA 
et al. 2008; DOS SANTOS et al. 2013). 
Com relação ao desempenho olfatório, o teste de discriminação olfatória 
utilizando odor familiar pareceu ser mais sensível a essas alterações que a 
utilização do odor não social selecionado (limão), embora os prejuízos tenham sido 
evidentes nos dois testes. A análise do segundo experimento mostra os efeitos 
isolados associados aos prejuízos olfatórios oriundos da lesão da SNpc produzida 
pela administração de rotenona, figura 17. Essas alterações ficaram evidentes 
quando aplicamos na análise os cálculos que permitiram estabelecer os índices de 
discriminação olfatória, que se mostraram reduzidos em todos os tempos testados 
após às lesões com rotenona. Entretanto, como no primeiro dia após a rotenona 
ainda observa-se um forte viés motor (figura 16), podemos inferir que o prejuízo 
olfatório encontrado a partir do sétimo dia configurar-se-ia como puramente de 
natureza olfatória. 
No terceiro experimento observamos tais prejuízos dentro do paradigma da 
PSP, através da não diferenciação entre compartimentos e proximidade do limiar 
de discriminação nos gráficos do índice de discriminação, figuras 20 à 23. No 
momento basal (7º dia) houve diferença entre grupos rotenona e sham, 
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confirmando que a perda neuronal dopaminérgica per se foi suficiente para 
promover prejuízos significativos nos dois tipos de odores testados, odor do próprio 
animal (figura 20) e limão (figura 22). Os grupos sham apresentaram melhor 
desempenho no momento basal, tanto no teste de discriminação olfatória com odor 
familiar quanto no teste modificado. Enquanto que a perda de 30% dos neurônios 
dopaminérgicos da SNpc, confirmada no experimento 2, foi suficiente para gerar 
prejuízos na discriminação entre os odores (familiar e não familiar; limão e água) 
no grupo rotenona, figura 18. 
Em nosso estudo pudemos observar que a lesão da via nigroestriatal foi 
capaz de piorar o desempenho olfatório em 124%, sugerindo que a SNpc também 
possa ser responsável por algum nível de modulação sobre a olfação. Nesse 
sentido, observa-se que a administração de levodopa sistemicamente é capaz de 
gerar melhora no desempenho olfatório em ratos (PAVLIS et al. 2006). Outro estudo 
que utilizou administração sistêmica de agonistas e antagonistas de receptores D1 
e D2, encontrou mudanças nas respostas olfatórias (YUE et al. 2004). Tanto os 
agonistas D1 quanto os antagonistas D2 melhoraram o desempenho olfatório, 
enquanto que os antagonistas D1 e agonistas D2 geraram prejuízo severo na 
discriminação de odores em ratos. Os mecanismos que pelos quais a vias 
dopaminérgicas influenciam a olfação ainda não foram esclarecidos.  
Devemos atentar também para o fato de que a dimensão da lesão alcançada 
neste experimento (figura 18), mimetiza estágios subclínicos da DP, lembrando que 
a literatura aponta para lesões a cima de 60% da SNpc para o surgimento da 
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sintomatologia motora (BRAAK et al. 2004), assim a olfação parece ser mais 
sensível à extensões menores de lesão neuronal dopaminérgica nesta região. Essa 
hipótese explicaria seu surgimento precoce e importante papel no diagnóstico da 
DP (PONSEN et al. 2010). 
Quanto ao desempenho olfatório após a PSP, apenas do grupo sham 
apresentou piora com odor familiar (figura 20), o prejuízo dos grupos rotenona se 
manteve estável, embora pareça haver uma tendência de piora pela redução 
observado nos índices, sendo que o período rebote foi capaz de reverter esse 
prejuízo, para o teste com odor familiar, como mostrado na figura 20. Com 48 h de 
PSP os animais não apresentam prejuízos relevantes, sendo mantida a resposta 
no período rebote. Nesses animais até mesmo o grupo controle não manteve a 
piora encontrada no momento basal. Contrariamente, com o odor limão, a PSP de 
48 h manteve o prejuízo olfatório, porém esse prejuízo foi visto também nos grupos 
controles, indicando uma possível habituação que se manteve no período rebote. 
Comparando-se os tempos diferentes de PSP podemos observar indícios de que 
as respostas sejam diferentes, como pode ser visualizado no perfil do gráfico 
apresentado na figura 22B. Esses achados mostram que a olfação também sofreu 
influência da PSP, isso pode ser explicado pelo fato que a PSP induz uma 
supersensibilidade de receptores dopaminérgicos, principalmente da família D2 
(TUFIK et. al, 1978). Esses receptores como já foi discutido estão relacionados com 
a piora da olfação (YUE et al., 2004). O desempenho motor após a PSP de 48 horas 
de PSP, mostrado na figura 19B, confirma que os animais do grupo sham e 
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rotenona apresentam sinais de hipersensibilidade dopaminérgica, que foi revertida 
após o período de rebote. 
A PSP parece modular de forma mais branda os prejuízos olfatórios quando 
comparado com a magnitude do efeito observado pela perda neuronal na SNpc, 
figuras 20 à 23. Mas é inegável que a privação tenha efeito, devido às diferenças 
na resposta observada após o rebote, principalmente com odores sociais. Os 
diferentes tempos de privação, também geraram diferentes respostas. Assim, o 
efeito do tempo pode ser observado também supersensibilidade dopaminérgica nas 
estruturas olfatórias. 
Sobre o padrão de preferência, de forma geral os animais preferiram o odor 
não familiar e o odor limão, diferente do estudo de Soffié e Lamberty (1988), que 
utilizou esse teste pela primeira vez. Neste estudo, foi encontrada preferência pelo 
odor familiar. Carr et. al. (1976) e Prediger et. al. (2005) também demonstraram a 
preferência pelo compartimento com odor familiar. O interessante é que o grupo 
rotenona basal apresentou inversão na preferência, indicando que o odor limão 
tornou-se aversivo para os animais rotenona. Esse odor foi selecionado a partir do 
experimento 1, visto que a preferência pelo mesmo foi incontestável, como mostra 
a figura 15. Essas diferenças podem ter ocorrido por diferenças na execução do 
teste, no presente estudo optamos por colocar a arena do teste no fluxo laminar, 
diminuindo a interferência de odores externos aos testes. Somando-se a isso, está 
a diferença na captação e armazenamento do cepilho. Devido a utilização a técnica 
de plataforma única, não foi possível recolher o cepilho para o teste no momento 
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pós-privação. Por isso em todos os experimentos os animais foram isolados no 5º 
dia e o cepilho foi recolhido no 7º dia (permaneceu por 48 h para a impregnação do 
odor) e armazenado. Em todos os momentos foi utilizado este cepilho recolhido no 
7º dia. Propomos que essas diferenças tenham levado à mudança da preferência 
no teste de discriminação olfatória. 
De maneira geral os nossos achados mostram que a SNpc está envolvida, 
de forma relevante, com a olfação, assim como a PSP que se mostrou capaz de 
induzir prejuízos olfatórios. Esses achados inéditos, até onde nos consta, mostram 
a importância da relação desses mecanismos aqui apresentados. A perda neuronal 
dopaminérgica de 30% na SNpc, que mimetiza estágios prodrômicos, 
isoladamente, foi suficiente para promover prejuízos significativos no desempenho 
olfatório. A PSP gerou supersensibilidade dopaminérgica, que pode estar 
relacionada principalmente por mecanismos dependentes dos receptores D2, como 
mostrado por Nunes e colaboradores (1994), que parecem modular negativamente 
a função olfatória. Esses resultados abrem caminhos para uma nova abordagem 
tanto do ponto de vista fisiopatológico quanto terapêutico, no que diz respeito à DP. 
Novos estudos serão necessários para permitir maiores avanços no que diz 
respeito à neurobiologia do sistema olfatório e sua regulação pelo sistema 







O desempenho olfatório foi prejudicado tanto a lesão da via nigroestriatal 
quanto pela PSP em ratos. 
 A motricidade não foi alterada pela perda dopaminérgica a partir do sétimo 
dia após a administração da droga, porém a PSP de 48 h gerou aumento da 
distância percorrida para o grupo sham, sugestivo de hipersensibilidade 
dopaminérgica; 
 Os efeitos na morte neuronal na SNpc apresentaram uma magnitude de 
30%, e foram suficientes para promover um pior desempenho olfatório 
comparando com o grupo sham; 
 A PSP per se foi capaz de piorar o desempenho olfatório do grupo sham, o 
grupo rotenona se manteve prejudicado para o teste de discriminação com 
odor familiar e limão. O sono rebote foi capaz de reverter o prejuízo no teste 
de discriminação com odor familiar. O odor limão não foi tão sensível às 
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